Evolution toward “plants” in the chlorarachniophytes which acquired plastids via a secondary endosymbiosis by 石田 健一郎 & イシダ ケンイチロウ
二次共生による葉緑体獲得に伴うクロララクニオン
藻の植物 への適応進化の研究
著者 石田 健一郎
発行年 2009
その他のタイトル Evolution toward “plants” in the
chlorarachniophytes which acquired plastids
via a secondary endosymbiosis
URL http://hdl.handle.net/2241/104631
 
様式 C-19 
科学研究費補助金研究成果報告書 
 
平成２１年 ６月 １日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
二次共生で葉緑体を獲得したクロララクニオン藻について、核コード 18S rRNA 遺伝子を用いて
系統解析を行ない、群内に７主要系統群の存在を明らかにした。また、知見が不十分な７株に
ついて、形態、微細構造、タイムラプスビデオによる生活環の観察を行ない、６株（新属新種
２株、新種２株、未記載種２株）が新規分類群であることを見いだした。さらに複数の形質に
ついて「植物」としての適応進化を考察した。 
本藻群に近縁な無色ケルコゾアの新規培養株も５つ確立し、うち２つが新規分類群であること
明らかにし、一方は新種として記載した。 
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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：基礎生物学・生物多様性・分類 
キーワード：(1)進化 (2) 植物化 (3)分類学 (4)クロララクニオン藻 (5)二次共生 (6)原生生物  
  (7) 藻類 (8) 生物多様性 
 
１．研究開始当初の背景 
クロララクニオン藻は、ケルコゾア原生生物
門に属する非光合成真核生物（無色ケルコゾ
ア）が緑藻を細胞内に取り込んで葉緑体を獲
得した、いわゆる二次共生由来の生物群であ
ることが、研究代表者らの以前の研究などに
よって明らかとなっていた（Ishida et al. 
1997, Ishida et al. 1999）。つまり、本藻
群はかつては従属栄養性の“動物”であった
が、二次共生によって葉緑体を獲得したこと
により光合成能を獲得し、“植物化”した生
物群と言える。この、葉緑体の獲得が、分子、
細胞、個体、生態の各レベルでどのように起
こったかを明らかにすることが、“動物”か
ら“植物”への進化を理解する上で非常に重
要である。 
 二次共生由来の光合成真核生物には６つ
の系統群が知られているが、中でもクロララ
クニオン藻は、食作用の有無など“動物”か
ら“植物”への様々な段階が存在することや、
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起源となった生物群がほぼ特定できている
こと（Ishida et al. 1997, Ishida et al. 
1999）、細胞形態、細胞の挙動、生活環が著
しく多様であること（Ishida et al. 1999）
など、二次共生後の植物化に伴う進化を追う
上で好適なモデル生物群である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、「個体」および「生態」レベルの
適応進化に焦点を絞り、クロララクニオン藻
について特に二次共生後の植物化過程にお
ける細胞形態と挙動、生活環の多様化を明ら
かにすることを目的とした。 
 上記の目的を達成するため、以下の４項目
について調査した。１）既存のクロララクニ
オン藻のほぼ全ての培養株、および近縁の無
色ケルコゾアについて「細胞形態」、「微細
構造」、「生活環」の詳細な観察を行ない、
群内におけるそれらの多様性を把握する。生
活環の観察には、タイムラプスビデオ観察法
を新規に導入し、細胞ステージの移行を確実
に観察する。２）利用可能なほぼ全ての培養
株について、18S rDNA の配列を決定し、分類
群全体を網羅した、これまでよりも詳細で信
頼性の高い系統樹を得る。３）祖先形質状態
を知るため、クロララクニオン藻の祖先生物
群である無色ケルコゾアを野外から採集し、
培養株の確立を進め、クロララクニオン藻と
同様のデータを取得する。４）最後に、形態、
微細構造、生活環、食作用等の観察結果と分
子系統解析の結果を合わせることにより、各
形質の進化を明らかにするとともに、各クロ
ララクニオン藻の生育場所の情報等を加味
し、光合成生物としての適応進化を考察する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、クロララクニオン藻で見いださ
れた形質の祖先状態を推定するため、クロラ
ラクニオン藻に近縁な無色ケルコゾアの採
集と培養株の確立を試みた。採集には主に採
泥器を使用した。サンプルは実験室に持ち帰
り、培地を加えて数日培養した後、無色ケル
コゾアの細胞を単離し、培養株を確立した。
確立できた培養株については、順次「細胞形
態・微細構造の観察」、「生活環のタイムラプ
スビデオ観察」、「18S rDNA による分子系統解
析」に用いた。 
 また、無色ケルコゾアの探索と培養株の確
立を行いつつ、クロララクニオン藻の既存の
培養株のうち調査が不十分なもの（BC52、
CCMP242、CCMP622、Hajime、P314、P329、
RCC365）について、１）細胞形態・微細構造
の観察、２）生活環のタイムラプスビデオ観
察を実施した。また、確立した無色ケルコゾ
アの培養株（YPF501、YPF502、YPF609、YPF610、
YPF611）についても、順次同様の観察を行な
った。１）細胞形態・微細構造の観察：倒立
顕微鏡と微分干渉装置付き正立生物顕微鏡
を使用して、細胞形態の観察を行なった。 
微細構造については、本藻群内で多様である
ことが知られているピレノイド、ヌクレオモ
ルフ、葉緑体、細胞壁、射出装置、等を中心
に透過型電子顕微鏡（学内共同利用設備）を
用いて詳細な観察を行った。２）生活環のタ
イムラプスビデオ観察：生活環を構成する細
胞ステージの移行および細胞分裂を中心に、
新規に導入した正立微分干渉顕微鏡で使用
できる「高解像度ビデオカメラ」を用いてタ
イムラプスビデオ観察を行なった。 
 まだ配列決定がなされていないクロララ
クニオン藻の培養株と新規無色ケルコゾア
の培養株について、18S rDNA の配列を PCR 法
で増幅し、クローニングした後、塩基配列を
決定した。塩基配列決定は、業者委託により
行なった。配列決定された 18S rDNA は、デ
ータベースに登録されている利用可能な相
同遺伝子配列とともにアライメントを作成
し、近年最も信頼性が高いとされている複数
の手法（ガンマ補正を行なった最尤法、近隣
結合法、ベイズ法など）を用いて分子系統解
析を行なった。得られた系統樹についてブー
ツストラップテスト、AU テストなどを行ない、
信頼性を検定し、最も確からしいクロララク
ニオン藻の系統関係を推定した。 
 
４．研究成果 
１）無色ケルコゾアの探索と培養株の確立：
本研究において、無色ケルコゾアの培養株を
新たに５株（YPF501、YPF502、YPF609、YPF610、
YPF611）確立した。このうち YPF502 はケル
コゾア内の Endomyxa/Reticulosida に属する
Filoreta属の新種であることが判明し、イギ
リスの Thomas Cavalier-Smith 博士、David 
Bass 博士らと共同で Filoreta japonicaとし
て新種記載を行なった（Bass et al. 2009）。
また、YPF610 はケルコゾア内の Thecofiosea
に属する新規分類群であることが判明して
おり、現在詳細な分類学的研究を開始してい
る。 
 
２）18S rRNA 遺伝子によるクロララクニオン
藻の系統解析：これまで系統的位置が不明で
あったクロララクニオン藻の培養株
（CCMP622、Hajime、P314、P329、RCC365）
について核コード 18S rRNA 遺伝子の塩基配
列を決定し、既報の他の培養株の配列とあわ
せて最尤法で系統樹を作成した。その結果、
クロララクニオン藻内に大きく７つの主要
系統群（Bigelowiella 系統群、BC52 株系統
群、Chlorarachnion 系統群、RCC365 株系統
群、Lotharella系統群、L. amoebiformis系
統群、Gymnochlora 系統群）が存在すること
が判明した。また、CCMP622 株は Lotharella
系統群に、 Hajime 株 と P329 株 は L. 
  
amoebiformis 系 統 群 に 、 P314 株 は
Gymnochlora 系統群にそれぞれ所属し、
RCC365 株は独自の新規系統群を形成するこ
とが示された。BC52 株と CCMP242 株について
は、先行研究の結果と同様に、BC52 株は独自
の系統群、CCMP242 株は Bigellowiella 系統
群にそれぞれ属するという結果が再現され
た。 
 
３）クロララクニオン藻の細胞形態、微細構
造、およびタイムラプスビデオ観察による生
活環の観察：これまで観察が不十分であった
BC52、CCMP242、CCMP622、Hajime、P314、P329、
RCC365の各株について、細胞形態、微細構造、
およびタイムラプスビデオ観察による生活環
の観察を実施した。 
 
BC52株：栄養細胞は球状で、自生胞子形成あ
るいは遊走子形成によって増殖する。細胞は
１－２個の葉緑体を持ち、各葉緑体には１個の
突出したプレノイドが存在する。ピレノイド
には葉緑体包膜の内側２枚による先端からの
薄板状の浅い貫入が見られる。また、分子系
統解析において、クロララクニオン藻の中で
Bigellowiella系統群に近縁な独自の系統群
を形成することから、本研究において、新属
新種Norrisiella sphaerica として正式に記
載した（Ota et al. 2007b）。 
 
CCMP242株：生活環は基本的にアメーバ状細胞
で構成される生活環と遊泳細胞で構成される
生活環とからなる。CCMP242 株の遊泳細胞は
無性的に増殖を行うことができ， 
Bigelowiella 属としての特徴を持っている。
さらに，分子系統解析の結果においても， 
Bigelowiella 属の基準種B. natans と
CCMP242 株は同一クレードに入ることが，既
に示されていた。Bigelowiella 属唯一の既知
種であるB. natans と比較したところ，光学
顕微鏡レベルの形態形質・生活環において，
明瞭に区別できることが判明した。すなわち，
①CCMP242 株の生活環には，アメーバ状ステ
ージが存在し，かつ，そのアメーバ状細胞は
栄養細胞であるのに対して，B. natans の生
活環には栄養細胞と考えられるアメーバ状ス
テージは無い。②CCMP242 株は培養令が進む
と，浮遊性のゼラチン状細胞集塊を形成する
が，B. natans はそのような細胞集塊を作ら
ない。③B. natans の生活環に見られるアメ
ーバ鞭毛ステージ，触手を放射状に伸ばした
細胞は，CCMP242 株の生活環には出現しない。
これらの結果から本研究でCCMP242株を
Bigelowiella 属の新種として正式に記載し
た（Ota et al.2007a）。 
 
CCMP622 株： 
Moestrup and Sengco (2001)が Bigelowiella 
natansを記載した際にそれと同種であると
扱ったサルガッソー海産のクロララクニオ
ン藻培養株（CCMP621, CCMP622, CCMP623）
の一つである。を詳細に観察し，それらを基
に新属新種を記載した。ところが，核コード
18S rDNAに基づいた分子系統解析は，CCMP622
がクロララクニオン植物の別の属で構成さ
れる Lotharellaクレーﾄﾞに高い統計的支持
をもって含まれることを示した。形態・微細
構造的観察の結果，CCMP622 株の栄養細胞は
細胞壁のない球状細胞で、遊泳細胞も放出す
るがそれらは分裂能を欠く。葉緑体には突出
した１個のピレノイドが存在する。ピレノイ
ドは、４枚の葉緑体包膜のうち内側の 2枚が
長軸方向に深く陥入するタイプ（深裂型）で
あることが判明した。深裂型ピレノイドは
Lotharella属の主要な識別形質であるため，
CCMP622 株を Lotharella属の新種
Lotharella oceanica として正式に記載した
（Ota et al. 2009b）。また、Bigelowiella
属においてもピレノイドの微細構造を識別
形質として導入し，Bigelowiella属の再定義
を行なった。 
 
RCC365株：イタリア南部イオニア海（地中海）
の海洋表層水のピコサイズのフラクションか
ら分離されたプランクトン性のクロララクニ
オン藻である。クロララクニオン藻には，他
にプランクトン性の属として，Bigelowiella 
属が記載されている。RCC365 株の栄養細胞は
基本的に鞭毛と細胞壁を持たない球状細胞で，
平均直径3 μm と小さい。一方，Bigelowiella 
属の遊泳細胞は鞭毛を持ち，大きさは5 μm 
を超え，種によっては，生活環において糸状
仮足を持ったアメーバ状ステージを出現させ
る点で異なる。さらに，これまで報告された
のクロララクニオン藻には葉緑体に突出型ピ
レノイドが例外なく付随しているが、RCC365 
株に突出型ピレノイドは付随していない。こ
れはクロララクニオン藻として新規の特徴で
ある。本研究における分子系統解析の結果
RCC365 株は、既知系統群には入らず独自の系
統群を形成することが示されている。したが
って，RCC365 株をクロララクニオン藻の新属
新種Partenskyella glossopodiaとして正式
に記載した（Ota et al. 2009a）。 
 
P329株：パラオ共和国独自に確立した培養株
である。栄養細胞は独立したアメーバ状細胞
である。本藻のピレノイドは葉緑体包膜の内
側の二枚が板状にピレノイド先端からピレノ
イド基部付近まで縦方向に陥入する「深裂型」
であることが判明した。また、ヌクレオモル
フはピレノイドの基部付近の葉緑体周縁区画
内に位置していた。さらに、分子系統解析で
はL. amoebiformis系統群の中に位置するこ
とが示された。従って、P329 株はLotharella 
  
属に分類するのが妥当であるという結論を得
ている。P329株は、栄養細胞がアメーバ状で
ある点でL. amoebiformis と類似するが、継
代培養を繰り返すと、細胞が集まりコンペイ
トウ状細胞集塊を形成する。その集塊を植え
替えてさらに数週間培養すると、細胞集塊の
周りに小突起を多数伸ばした樹枝状細胞集塊
になる。このような特徴は，L. amoebiformis 
にはなく，したがってL. amoebiformisとP329 
株を区別する明瞭な形質になり得る。したが
って、P329株はLotharella 属の新種とするの
が妥当であると結論し、正式な記載を準備中
である。 
 
P314株：パラオ共和国より独自に確立したク
ロララクニオン藻の培養株で、栄養細胞は糸
状仮足を有する底生性アメーバ状細胞である。
P314 株のピレノイドは，葉緑体包膜の最内膜
が管状にピレノイドマトリックス内に陥入し
ており，ヌクレオモルフはピレノイドの基部
近く内の葉緑体周縁区画内に位置していた。
これらの形質はGymnochlora属の判別形質に
完全に合致するため，本藻はGymnochlora 属
として分類される。Gymnochlora 属の唯一の
既知種であるGymnochlora stellataと比較し
たところ、P314株はG. stellataとは異なる生
活環の様式を持つことが判明した。P314 株に
はカルチャー内に常に存在する扁平アメーバ
状細胞が存在するが，G. stellata にはその
ようなステージは存在しない。この特徴をも
って，両者は明瞭に区別可能であり，P314 株
をGymnochlora 属の新種とした。この結論は
核コード18S rDNA の系統解析からも支持さ
れた。 
 
Hajime 株：パラオ共和国から独自に確立した
培養株で、栄養細胞はアメーバ状である。ピ
レノイドの微細構造は深裂型であり，ピレノ
イドマトリックス内へ葉緑体包膜の内側の 2 
枚が板状にピレノイド先端から基部付近ま
で陥入していた。ヌクレオモルフはピレノイ
ド基部付近の葉緑体周縁区画内に位置して
いた。これらの微細構造的特徴より，Hajime 
株は Lotharella 属に分類される。栄養細胞
がアメーバ状を呈する Lotharella属の種は
L. amoebiformis と P329 株が存在するが、
Hajime 株は、P329 株に特有な細胞集塊を形
成しない点で P329 株とは異なる。Hajime 株
のアメーバ状細胞は L. amoebiformis のアメ
ーバ状細胞と酷似しており，栄養細胞の形態
のみでは L. amoebiformis と区別不可能であ
る。本藻は培養令初期に複数本の角状仮足を
放射状に伸ばした浮遊細胞が出現させる。L. 
amoebiformis の原記載には浮遊ステージの
報告はなく、したがって、本藻の生活環様式
は L. amoebiformis の生活環とは異なる。た
だし，本藻における浮遊ステージは，培養令
の初期に僅かしか出現せず、観察条件によっ
ては，まったく浮遊ステージが出現しない場
合もある。このため、L. amoebiformis の生
活環に浮遊ステージがないとは言い切れず、
今後の詳しい観察によっては，L. 
amoebiformis が浮遊ステージを出現させる
可能性は十分にある。このため，本藻は L. 
amoebiformis と明瞭に区別することができ
ない。したがって、現段階では Hajime 株は
L. amoebiformis と考えるのが妥当である。
今後の詳しい検討によっては，両者間には種
内分類群程度の違いがあるかもしれないが、
本研究では，Hajime 株を L. amoebiformis と
同定した。 
 
４）光合成生物としての適応進化：本研究に
より多くの新規分類群が発見され、クロララ
クニオン藻の様々な形質（底生性か浮遊性か、
細胞壁の有無、生活環のパターン、食作用の
有無、など）の多様性が明らかとなってきた。 
これらの形質と本研究で行なった詳細な分
子系統解析の結果を重ね合わせることによ
り、クロララクニオン藻における「植物」と
しての適応進化について考察を行なった。ま
ず、主に系統的証拠から、クロララクニオン
藻の祖先状態はアメーバ、球状、遊泳性の３
つの細胞ステージが存在していたと想定し
た。その結果、Gymnochlora/L. amoebiformis
系統群では、細胞壁を失いアメーバ状で底生
性の生活を営む方向への進化がおこってい
ることが予想された。また、細胞が比較的大
きく食作用も維持している傾向が見られる。
一方、Lotharella系統群および Norrisiella 
(BC52)系統群では、アメーバ細胞を失い厚い
細胞壁を形成する不動性の生活様式へと進
化していると考えられる。 
 
さらに Partenskyella (RCC365)、
Bigelowiella両系統群は小型化して浮遊生
活に適応した形態・生活様式へと進化したと
考えられる。また、クロララクニオン藻の多
様化の過程で、少なくとも細胞壁の縮小／消
  
失が３回、アメーバ細胞の消失が２回、食作
用能の欠失が３回独立におこったことも示
された（図）。クロララクニオン藻が二次共
生により葉緑体を獲得して以来、各系統群が
光合成生物として独自の様々な方向へ進化
してきた軌跡が読み取れる。本研究は、クロ
ララクニオン藻が葉緑体獲得により原生生
物が「植物化」する過程で細胞形態や生活様
式がどのように変化するかを見る上で最適
な生物群の一つであることを示しており、今
後より詳細で深いレベルでの研究を継続し
ていく価値があることを提示している。 
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